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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifift Kombinationsmittel, umfassend cis-Hydroxy-Prolin (CHP) und Gemcitabin sowie 

die Verwendung dieser Mittel in der Tumorprophylaxe und -therapie. 
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CHP-GEMCITABIN-KOMBINATIONSMITTEL UND IHRE VERWENDUNG ALS 

ANTITUMORWIRKSTOFFE 



Beschreibung 

10 

Die Erfindung betrifft Koiabinationsmittel, umfassend 
cis-Hydroxy-Prolin (CHP) und Gemcitafoin sowie die Ver- 
wendung dieser Mittel in der Tumorprophylaxe und -therapie . 

15 

Tiomoren bzw. Krebs sind ortlich umschriebene Zmiahmen des 
Gewebevolumens und somit im weiteren Sinne jede lokali- 
sierte Aaschwellung durch. Odeme, akute oder chronische Ent- 
zundungen, wie zum Beispiel entziindlich bedingte Organ- 

20 schwellungen. im engeren Sinne sind Tumoreii gewebliche Neu- 
bildungen in Form eines spontanen, verschiedengradig ent- 
hemmten, autonomen und irreversiblen Uberschusswachstums 
von korpereigenem Gewebe, das in der Regel mit unter- 
schiedlictL ausgepragtem Verlust spezifischer Zell- und Ge- 

25 webefunktionen verbunden ist. Die Folgen dieses autonomen 
und irreversiblen Uberschusswachstums fiihren zu einer er- 
heblichen Beeintrachtigung des Organismus, beispielsweise 
des Menschen, und konnen zum Tode fiihren. 

30 Aufgrund der drastischen Folgen einer Krebs- bzw. Timior- 
erkrankung wurden verschiedene Mittel zur Behandlung dieser 
pathogenen Veranderimgen entwickelt. Der Nachteil zahl- 
reicher dieser Mittel ist, dass sie nicht spezifisch wirken 
und eine Vielzahl von Nebenwirkungen aufweisen. Insbeson- 

35 dere die hohe Dosis einzelner Antikrebsmittel fuhrt dazu. 
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dass zahlreiche Nebenwirk-urxgen auftreten, die viele Patien- 
ten dazu bewegen, trotz der drastischen Folgen die Therapie 
fruhzeitig abziibrechen . 

5 Eine weitere Schwierigkeit beim Auf f inden von antitumoralen 
Mitteln ist, dass verschiedene Derivate bzw. die Ursprungs- 
substanz und ihre Derivate znm einen im Tiermodell, aber 
auch im Menschen unterschiedlich reagieren und wirken, Es 
sind zum Beispiel verscbiedene Ursprungssubstanzen bekannt, 
10 die keine oder nur eine geringe antitumorale Wirkung haben, 
wohingegen ihre Derivate bzw. Abkommlinge eine signifikante 
tumorinliibierende, aber auch eine txunorf ordernde Wirkung 
haben konnen . 

Cis-Hydroxy-Prolin hat beispielsweise nach Klohe et al- 
(1985) keine Eigenschaf ten, die fiir ein effektives anti- 
tumorales Mittel notwendig sind. Aufgrund anfanglicher po- 
sitiver Versuche mit dieser und anderen Aminosauren in den 
Jahren 1933 bis 1946 am National Cancer Institute wurden in 
den FOlge jahren Derivate von Prolin und Hydroxy- Prolin 
synthetisiert , um sie als Medikament in der Krebstherapie 
einzusetzen (EP 02 23 85 0) . Weiterhin wurde wegen der ge- 
ringen Wirkung von CHP (Klohe et al.) vorgeschlagen, eine 
Kombination aus verschiedenen CHP-Derivaten einzusetzen, da 
diese einen synergistischen Effekt als pharmazeutisches 
Mittel bei der Tumorbehandlung zeigen sollen 
(US 6, 066, 665) . 

Die beschriebenen synergistischen Effekte der Korabinations- 
3 0 praparate erwiesen sich nur als bedingt reproduzierbar und 
weiterhin konnten die entwickelten Derivate, nur in sehr 
hohen Konzentrationen - die von Nebenwirkungen begleitet 
sind - eingesetzt werden. 



15 



20 



25 



wo 2005/056005 



PCT/DE2004/002760 



3 



Aufgabe der Erfindung war es daher,, ein Mittel und ein Ver- 
fahren fiir die Krebstherapie auf Basis von CHP bereit- 
zustellen, welche eine einfache, sichere und effektive 
Anwendung- erlauben. 

5 

Es wurde gefunden, dass eine Kombination aus CHP und 
Gemcitabin eine hohe Wirkung gegen Tumorzellen aufweist. 
Die Erfindung betrifft also die uberrascliende Lehre, dass 
eine^ Verbindung, namlich underivatisiertes CHP, dessen 
10 antitumorale Eigenschaf ten im Stand der Teclmik als un- 
geniigend beschrieben wurden, in Kombination mit dem Chemo- 
therapeutikum Gemcitabin eine Wirkung auf Krebszellen hat, 
die uberraschend hoher als die der Einzelverbindungen ist. 

15 CHP im Sinne der Erfindung sind cis-Isomere des 
4-Hydroxy-L-Prolin oder dessen Salze, ohne dass es sich urn 
CHP-Derivate handelt. Gemcitabin im Sinne der Erfindung ist 
insbesondere Gemcitabin-Hydrochlorid, 2'-Deoxy-2', 2'-di- 
f luorocytidin. Das Kombinationsmittel im Sinne der Erf in- 

20 dung kann beispielsweise so bescliaffen sein, dass in einer 
Losung oder in einem Feststoff, wie zum Beispiel einer 
Tablette, CHP und Gemcitabin zusammen enthalten sind. 
Hierbei kann das Verhaltnis von CHP und Gemcitabin frei 
variieren. Bevorzugt ist ein Verhaltnis von CHP und 

25 Gemcitabin im Bereich von 1 : 10000 bis 10000 : 1. Inner- 
halb dieses Bereiches kann das Verhaltnis von CHP und 
Gemcitabin je nach Tumor bzw. Patientenstatus variieren. 
Selbstverstandlich konnen die mindestens zwei Bestandteile 
- CHP und Gemcitabin - auch so zusammen in eine Losung oder 

3 0 einen Feststoff eingebracht werden, dass diese zeitversetzt 
freigegeben werden. Das Kombinationsmittel im Sinne der 
Erfindung kann jedoch auch aus zwei separaten Losungen bzw. 
zwei separaten Feststoffen bestehen, wobei die eine Losung 
bzw. der eine Feststoff im Wesentlichen Gemcitabin und die 

35 andere Losung bzw. der andere Feststoff im Wesentlichen CHP 
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umfasst. Hierbei ist es moglich, dass die beiden Losungen 
Oder Feststoffe mit einem gemeinsamen oder mit getrennten 
Tragern assoziiert sind. Die beiden Losungen und/oder die 
beiden Feststoffe konnen zum Beispiel in einer Kapsel als 
5 gemeinsamen Trager vorliegen. Eine solche Pormulierung des 
erf indungsgemaSen Kombinationsmittels ist insbesondere dann 
von Vorteil, wenn die CHP- und die Gemcitabin-Gabe zeit- 
versetzt erfolgen sollen. Das heiEt, zunachst wird der 
Organismus mit CHP in Kontakt gebracht, beispielsweise 

10 durch Infusion oder durch orale Gabe, urn dann zeitversetzt 
mit dem anderen Bestandteil des Kombinationsmittels in 
Kontakt gebracht zu werden. Selbstverstandlich ist es auch 
moglich, dass das Kombinationsmittel mit ublichen gale- 
nischen Metlioden und Verfahren so bereitgestellt wird, dass 

15 der Organismus zunachst mit Gemcitabin und danach mit CHP 
in Kontakt gebracht wird. Es ist also bevorzugt, den Or- 
ganismus sequentiell mit den Bestandteilen des 
Kombinationsmittels in Kontakt zu bringen. Die Zeitspanne 
zwischen der Gabe der beiden Bestandteile des 

2 0 erf indungsgemaSen Kombinationsmittels bzw. die 

Erstf reisetzung von CHP oder Gemcitabin richtet sich nach 
dem Alter, dem Geschlecht, der Gesamtkonstitution des 
Pat lent en, der Tumorart oder nach anderen Parametern, die 
durch den behandelnden Arzt zum Beispiel durch Vorversuche 
25 bestimmt werden konnen. 

* 

Selbstverstandlich ist es moglich, dass das erfindungs- 
gemaSe Mittel libliche Hilfsstoffe, bevorzugt Trager, 
Adjuvantien und/oder Vehikel umfasst. Bei den Tragern kann 

3 0 es sich beispielsweise um Fiillmittel, Streckmittel, Binde- 

mittel , Feuchthaltemittel , Sprengmittel , Losungsver zogerer , 
Resorptionsbeschleuniger , Netzmittel , Adsorptionsmittel 
und/oder Gleitmittel handeln. In diesem Fall wird das 
Kombinationsmittel insbesondere als Arzneimittel oder phar- 
35 mazeutisches Mittel bezeichnet. 
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In einer bevorzugten Ausf lihrungsf orm der Erfindung umfasst 
das Mittel ein oder mehrere zusatzliche Mittel aus der 
Gruppe der antiviralen, fungiziden oder antibakteriellen 
5 Mittel und/oder Immunstimulatoren. Weiterhin kann das Mit- 
tel weitere Chemotherapeutika umfassen, bevorzugt 
Alitretinoin, Aldesleukin (IL-2) , Altretamine, All- fcransr- 
retinoic acid (Tretinoin) , Aminoglutethimide, Anagrelide, 
Anastrozole, Asparaginase {E. coll) , Azathioprine, Bicalut- 
10 amide. Bleomycin, Busulfan, Capecitabine, Carboplatin, 
Carmustine, Chlorainbucil , Cisplatin, Cladribine (2-CDA) , 
Cyclophosphamide , Cytarabine , Dacarbazine , Dact inomycin-D, 
Daunorubicin (Daunomycin) , Daunorubicin, liposomal, 
Dexamethasone, Docetaxel, Doxorubicin, Doxorubicin, 

» 

15 liposomal, Epirubicin, Estramustine Phosphate, Etoposide 
(VP-16-213) , Exemestane, Floxuridine, 5-Fluorouracil, 
Fludarabine , Fluoxymesterone , Flutamide , Gemcitabine , 
Gemtuzmab, Goserelin Acetate, Hydroxyurea, Idarubicin, 
Ifosfamide, Imatmib Mesylate, Irinotecan, a-Interf eron, 

2 0 Letrozole, Leuprolide Acetate, Levamisole HCl, Lomustine, 

Megestrol Acetate, Melphalan (L-phenylalanine mustard) , 
6-Mercaptopurine, Methotrexate, Methoxsalen (8-MOP) , 
Mitomycin-C, Mitotane, Mitoxantrone, Nilutamide, Nitrogen 
Mustard (Mechlorethamine hydrochloride) , Octreotide, 
25 Paclitaxel, Pegaspargase , Pentostatin (2 ' deoxycof ormycin) , 
Plicamycin, Porfimer, Prednisone, Procarbazine, Rituximab, 
Streptozotocin, Tamoxifen, Teniposide (VM-26) , 6-Thio- 
guanine. Thalidomide, Thiotepa, Topotecan, Toremifene, 
Trastuzumab, Trimetrexate, Vinblastine, Vincristine 

3 0 und/oder Vinorelbine. Es kann auch bevorzugt sein, Gemci- 

tabin durch eines oder mehrere der genannten Mittel teil- 
weise oder vollstandig zu ersetzen. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des erfindungs- 
gemaiSen Mittels in der Diagnose, Prophylaxe, Verlaufs- 
35 kontrolle, Therapie und/oder Nachbehandlung von mit Zell- 
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wachstum, -dif f erenzierung und/oder -teilung im Zusairunen- 
liang stehenden Krankheiten. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung ist 
5 diese Krankheit ein Tumor, insbesondere ein neoplastischer 
Tumor, ein entziindlicher Tumor, ein Abszess, ein Erguss 
und/oder ein Odem. Besonders bevorzugt ist es, dass der 
Tumor ein solider Tumor oder eine Leukamie ist. 

10 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
wird das erf indungsgemaSe Mittel als Gel, Puder, Pulver, 
Tablette, Retard-Tablette, Premix, Emulsion, Aufguss- 
f ormulierung, Tropfen, Konzentrat, Granulat, Sirup, Pellet, 
Boli, Kapsel, Aerosol, Spray und/oder Inhalat zubereitet 

15 und/oder in dieser Form angewendet. Die -Tabletten, Dragees, 
Kapseln, Pillen und Granulate konnen mit den ublichen, 
gegebenenf alls Opakisierungsmitteln entlialtenden, Uberzugen 
xand Hiillen versehen sein und auch so zusaramengesetzt sein, 
dass sie den oder die Wirkstoffe nur oder bevorzugt in 

2 0 einem bestiiranten Teil des Intestinaltraktes gegebenenf alls 
verzogert abgeben, wobei als Einbettungsmassen zum Beispiel 
Polymersubstanzen und Wachse verwendet werden konnen. 

Die Arzneimittel dieser Erfindung konnen bevorzugt zur 
25 oralen Verabreichung in einer beliebigen oral vertraglichen 
Dosierungsf orm verwendet werden, die Kapseln, Tabletten und 
wassrige Suspensionen und Losungen einschlieJSt , aber nicht 
darauf beschrankt ist . Im Fall von Tabletten zur oralen 
Verwendung schlieSen Trager, die haufig verwendet werden, 
30 Lactose und Maisst^rke ein. Gleitmittel, wie Magnesium- 
stearat, werden aucii typischerweise zugesetzt. Zur oralen 
VerabreictLung in Kapselform schlieSen verwendbare Verdiin- 
nungsmittei Lactose und getrocknete Maisstarke ein. Wenn 
wassrige Suspensionen oral verabreicht werden, wird der 
35 Wirkstoff mit Emulgier- und Suspendiermitteln kombiniert. 
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Falls gewunscht, konnen bestimmte SuSmittel und/oder Ge- 
schinacksstof f e und/oder Farbmittel zugesetzt warden. 

Der Oder die Wirkstoffe konnen gegebenenf alls mit einem 
5 Oder mehreren der oben angegebenen Tragerstoffe auch in 
mikroverkapselter Form vorliegen. 

Suppositorien konnen neben dem oder den Wirkstoffen die 
liblichen wasserloslichen oder wasserunlosliciien Trager- 
10 stoffe enthalten, zum Beispiel Polyethylenglycole, Fette, 
zum Beispiel Kakaofett und hohere Ester (zum Beispiel 
Ci4-Alkohol mit Cie-Fettsaure) oder Gemische dieser Stoffe) . 

Salben, Fasten, Cremes und Gele konnen neben dem oder den 
15 Wirkstoffen die ublichen Tragerstoffe enthalten, zum Bei- 
spiel tierische und pflanzlicbe Fette, Wacbse, Paraffine, 
Starke , Tragant , Cellulosederivate , Polye thylenglycole , 
Silikone, Bentonite, Kieselsaure, Talkum und Zinkoxid oder 
Gemische dieser Stoffe. 

20 . 

Puder und Sprays konnen neben dem oder den Wirkstoffen die 
liblichen Tragerstoffe enthalten, zum Beispiel Milchzucker, 
Talkum, Kieselsaure, Aluminiumhydroxid, Calciumsilikat und 
Polyamidpulver oder Gemische dieser Stoffe. Sprays konnen 
25 zusatzlich die liblichen Treibmittel, zum Beispiel Chlor- 
f luorkohlenwasserstof f e, enthalten. 

Losungen und Emulsionen konnen neben den Wirkstoffen CHP 
und Gemcitabin die liblichen Tragerstoffe wie Losungsmittel, 

3 0 Losungsvermittler und Emulgatoren, zum Beispiel Wasser, 
Ethylalkohol , Isopropylalkohol , Ethylcarbonat , Ethylacetat , 
Benzylalkohol , Benzylbenzoat , Propyl englykol , 1 , 3 -Butyl en- 
glykol, Dimethylf ormamid, Ole, insbesondere Baumwollsaatol, 
Erdnussol, Maiskeimol, Olivenol, Ricinusol und Sesamol, 

35 Glycerin, Glycer informal , Tetrahydof urf urylalkohol , Poly- 
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ethylenglycole und Fettsaureester des Sorbitans Oder Ge- 
misclie dieser Stof fe entiialten. Zur parenteralen Appli- 
kation konnen die Losungen und Emulsionen auch in steriler 
und blutisotonischer Form vorliegen. 

5 

Suspensionen konnen neben den Wirkstoffen die liblichen 
Tragerstoffe wie flussige Verdunn-ungsmittel, zum Beispiel 
Wasser, Ethylalkohol , Propylenglykol, Suspendiermittel , zum 
Beispiel ethoxilierte Isostearylalkoiiole, Polyoxyethylen- 
10 sorbit- und Sorbitan-Ester, mikrokristalline Cellulose, 
Aluminiummetahydroxid, Bentonit, Agar-Agar und Tragant oder 
Gemische dieser Stoffe enthalten. 

Die Arzneimittel konnen in Form einer sterilen injizier- 
15 baren Zubereitung, zum Beispiel als sterile injizierbare 
wassrige Oder olige Suspension, vorliegen, Diese Suspension 
kann auch mit im Fachgebiet bekannten Verfahren unter 
Verwendung geeigneter Dispergier- oder Netzmittel (wie zum 
Beispiel Tween 80) und Suspendiermittel formuliert werden. 

2 0 Die sterile injizierbare Zubereitung kann auch eine sterile 

injizierbare Losung oder Suspension in einem ungiftigen 
parenteral vertraglichen Verdunnungs- oder Losungsmittel , 
zum Beispiel als Losung in 1, 3-Butandiol, sein. Zu den 
vertraglichen Vehikeln und Losungsmitteln, die verwendet 
25 werden konnen, gehoren Mannit, Wasser, Ringer-Losung und 
isotonische Natriumchloridlosung . AuSerdem werden ublicher- 
weise sterile, nichtf luchtige 6le als Losungsmittel oder 
Suspendiermedium verwendet. Zu diesem Zweck kann ein belie- 
biges mildes nichtf luchtiges 6l einschlieSlich syntheti- 

3 0 scher Mono- oder Diglyceride verwendet werden, Fettsauren, 

wie Olsaure und ihre Glyceridderivate sind bei der Her- 
stellung von Injektionsmitteln verwendbar, wie es natur- 
liche pharmazeutisch vertragliche Ole, wie Olivenol oder 
Rizinusol, insbesondere in ihren polyoxyethylierten Formen 
35 sind. Diese Ollosungen oder Suspensionen konnen auch einen 
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langkettigen Alkohol oder einen ahnlichen Alkohol enthalten 
als Verdiinnungs - oder Dispergiermittel . 

Die genannten Formulierungsf ormen konnen auch Farbemittel, 
5 Konservierungsstof f e sowie geruchs- und geschmacksverbes- 
serte Zusatze, zum Beispiel Pf ef f erminzor und Eukalyptusol 
und SuEmittel, zum Beispiel Saccharin, enthalten. Die Wirk- 
stoffe CHP und/oder Gemcitabin sollen in den auf gef uhrten 
pharmazeutischen Zubereitungen vorzugsweise in einer Kon- 
10 zentration von etwa 0,1 bis 99,5, vorzugsweise von etwa 0,5 
bis 95 Gew.-% der Gesamtmischung vorhanden sein. 

Die aufgefuhrten pharmazeutischen Zubereitungen konnen 
auEer CHP und Gemcitabin weitere pharmazeutische Wirkstoffe 
15 enthalten. Die Herstellung der oben aufgefuhrten pharma- 
zeutischen Zubereitungen erfolgt in ublicher Weise nach 
bekannten Methoden, zum Beispiel durch Mischen des oder der 
Wirkstoffe mit dem oder den Tragerstof f en. 

20 Die genannten Zubereitungen konnen bei Mensch und Tier ent- 
weder oral, rektal, parenteral (intravenos, intramuskular , 
subkutan) , int raci sternal , intravaginal, intraperitoneal, 
lokal (Puder, Salbe, Tropfen) und zur Therapie von Tumoren 
angewendet werden. Als geeignete Zubereitung kommen Injek- 

25 tionslosungen, Losungen und Suspensionen fur die orale 
Therapie, Gele, Auf gussf ormulierungen, Emulsionen, Salben 
Oder Tropfen in Frage. Zur lokal en Therapie konnen ophtal- 
mologische und dermatologische Formulierungen, Silber- und 
andere Salze, Ohrentropf en, Augensalben, Puder oder L6- 

30 sungen verwendet werden. Bei Tieren kann die Aufnahme auch 
liber das Futter oder Trinkwasser in geeigneten Formu- 
lierungen erfolgen. Ferner konnen die Arzneimittel oder die 
Kombinationsmittel in andere Tragermaterialien wie zum Bei- 
spiel Kunststof fe, (Kunststof f ketten zur lokalen Therapie) , 

35 Kollagen oder Knochenzement eingearbeitet werden. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfiilirungsf orm der Erfindmig 
sind CHP und/oder Gemcitabin in einer Konzentration von 0,1 
bis 99,5, bevorzugt von 0,5 bis 95, besonders bevorzugt von 
5 20 bis 80 Gew.-% in einer pharmazeutischen Zubereitung 
eingebracht- Das heiSt, CHP und/oder Gemcitabin sind in den 
oben aufgefiihrten pharmazeutischen Zubereitungen, z-um Bei- 
spiel Tabletten, Pillen, Granulaten und anderen, vorzugs- 
weise in einer Konzentration von 0,1 bis 99,5 Gew.-% der 

10 Gesamtmis Chung in einem bestimmten Verbal tnis vorhanden. 
Die Wirkstof fmenge, das heiSt die Menge einer erfindungs- 
gemaJSen Verbindung, die mit den Tragermaterialien kombi- 
niert wird, um eine einzige Dosierungsf orm zu erzeugen, 
wird von dem Fachmann in Abhangigkeit von dem zu behandeln- 

15 den Patienten und der besonderen Verabreichungsart vari- 
ieren konnen. Nach Besserung des Zustandes des Patienten 
kann der Anteil der wirksamen Verbindung in der Zubereitung 
so geandert werden, dass eine Erhaltungsdosis vorliegt, die 
ein weiteres Wachstum des Tumors inhibiert oder verhindert 

2 0 bzw. die Metastasierung und Infiltration unterdruckt. An- 
schlieSend kann die Dosis oder Frequenz der Verabreichung 
Oder beides als Funktion der Symptome auf eine Hohe ver- 
ringert werden, bei der der verbesserte Zustand beibehalten 
wird. Wenn die Symptome auf das gewiinschte Niveau gelindert 

2 5 worden sind, sollte die Behandlung aufhoren. Patienten kon- 

nen jedoch eine Behandlung mit Unterbrechung auf Lang- 
zeitbasis nach beliebigem Wiederauf treten von Erkrankungs- 
symptomen benotigen. DemgemaS ist der Anteil der Verbin- 
dungen, das heiSt ihre Konzentration, in der Gesamtmischung 

3 0 der pharmazeutischen Zubereitung ebenso wie ihre Zusammen- 

setzung oder Kombination variabel und kann vom Fachmann 
aufgrund seines Fachwissens modifiziert und angepasst wer- 
den. 
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Dem Faciunann ist bekannt, dass die erf indimgsgemaSen Ver- 
bindungen mit eineiti Organismus, bevorzugt einem Menschen 
Oder einem Tier, auf verschiedenen Wegen in Kontakt ge- 
bracht werden konnen. Weiterhin ist dem Fachmann bekannt, 
5 dass insbesondere die pharmazeutischen Mittel in verschie- 
denen Dosierungen appliziert werden konnen. Die Applikation 
sollte hierbei so erfolgen, dass die Erkrankung moglichst 
e £ £ eik t iv bekampft wird bzw. der Ausbruch einer solchen 
Krankheit in einer prophylaktischen Gabe verhindert wird, 

10 Die Konzentration und die Art der Applikation konnen vom 
Fachmann durch Routineversuche eruiert werden. Bevorzugte 
Applikationen der erf indungsgemaiSen Verbindungen sind die 
orale Applikation in Form von Pulver, Tabletten, Saft, 
Tropfen, Kapseln oder ahnlichem, die rektale Applikation in 

15 Form von Zapfchen, Losungen und ahnliciiem, parenteral in 
Form von Injektionen, Infusionen und Losungen sowie lokal 
in Form von Salben, Pflastern, Umschlagen, Spiilungen und 
ahnlichem. Bevorzugt erfolgt das In- Kontakt- Br ingen der er- 
f indungsgemaSen Verbindungen prophylaktisch oder therapeu- 

20 tisch. 

Die Eignung der gewahlten Applikationsf ozmen wie auch der 
Dosis, des Applikationsschemas, der Adjuvantswahl und der- 
gleichen kann beispielsweise durch Entnahme von 

25 Serum- Alliquoten aus dem Patienten, das heifit dem Mensch 
Oder dem Tier, und dem Testen auf das Vorhandensein von 
Krebszellen im Verlauf des Behandlungsprotokolls bestiimnt 
werden. Altemativ und begleitend hierzu kann der Zustand 
der Leber, aber auch die Menge von T-Zellen oder anderen 

30 Zellen des Immunsystems , auf herkoramliche Weise begleitend 
bestimmt werden, um einen Gesamtuberblick uber die immuno- 
logische Konstitution des Patienten und insbesondere die 
Konstitution von stof f wechselwichtigen Organen, zu erhal- 
ten. Zusatzlich kann der klinische Zustand des Patienten 

35 auf die gewunschte Wirkung hin beobachtet werden. Wenn eine 
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unzureichende ant i tumoral e Effektivitat erzielt wird, kann 
der Patient mit erf indungsgemalSen Mitteln und anderen 
bekannten Medikamenten inodifiziert und weiterbehandelt wer- 
den, von denen eine Verbesserung der Gesamtkonstitution 
5 erwartet warden kann. Selbstverstandlich ist es auch mog- 
lich, die Trager Oder Veliikeln des pharmazeutischen Mittels 
zu modif izieren oder den Verabreichungsweg zu variieren. 
Neben der oralen Aufnahme kann es dann zum Beispiel vor- 
gesehen sein, dass Injektionen beispielsweise intramuskular 
0 Oder subkutan oder in die BlutgefaEe ein weiterer bevor- 
zugter Weg fur die therapeutische Verabreichung der erfin- 
dungsgemaSen Verbindungen sind, Zeitgleich kann auch die 
Zufuhr liber Katheter oder chirurgische Schlauche angewendet 
we r den • 

5 

Neben den bereits ausgefuhrten Konzentrationen bei der Aq- 
wendung der erf indungsgemaiSen Verbindungen, konnen in einer 
bevorzugten Ausfiihrungsf orm CHP und/oder Gemcitabin weiter- 
hin in einer Gesamtmenge von bevorzugt 0,05 bis 500 mg/kg 

0 Korpergewicht je 24 Stunden eingesetzt werden, bevorzugt 
von 5 bis 100 mg/kg Korpergewicht. Hierbei handelt es sich 
vorteilhaf terweise urn eine therapeutische Menge, die ver- 
wendet wird, xim die Symptome einer Storung oder respon- 
siven, pathologisch physiologischen Kondition zu verhindern 

5 Oder zu verbessern. 

Selbstverstandlich wird die Dosis vom Alter, der Gesundheit 
und dem Gewicht des Empf angers, dem Grad der Krankheit, der 
Art einer notwendigen gleichzeitigen Behandlung, der 

0 Haufigkeit der Behandlung und der Art der gewunschten Wir- 
kungen und der Nebenwirkungen abhangen. Die tagliche Dosis 
von 0,05 bis 500 mg/kg Korpergewicht kann einmalig oder 
mehrfach angewendet werden, um die gewunschten Ergebnisse 
zu erhalten. Typischerweise werden insbesondere pharmazeu- 

5 tischen Mittel zur etwa 1- bis 10-maligen Verabreichung pro 



wo 2005/056005 



PCT/DE2004/002760 



13 



Tag Oder alternativ oder zusatzlich. als kontinuierlictie In- 
fusion verwendet. Solche Verabreichungen konnen als 
chronische oder akute Therapie angewendet werden. Die 
Wirkstof fmengen, die mit den Tragermaterialien kombiniert 
5 werden, urn eine einzelne Dosierungsf orm zu erzeugen, konnen 
in Abhangigkeit von dem zu behandelnden Wirt und der 
besonderen Verabreicbungsart selbstverstandlich variieren . 
Bevorzugt ist es, die Targetsdosis auf 2 bis 5 Appli- 
kationen zu verteilen, wobei bei jeder Applikation 1 bis 2 

10 Tabletten mit einem Wirkstof f gehalt von 0,05 bis 500 mg/kg 
Korpergewicbt verabreicht werden. Selbstverstandlich ist es 
moglich, den Wirkstof fgebalt auch hoher zu wS-hlen, bei- 
spielsweise bis zu einer Konzentration bis 5000 mg/kg. 
Beispielsweise konnen Tabletten auch retardiert sein, wo- 

15 durch sich die Anzahl der Applikationen pro Tag auf 1 bis 3 
vermindert. Der Wirkstof f gehalt der retardierten Tabletten 
kann 3 bis 3 000 mg betragen. Wenn der Wirkstof f - wie aus- 
gefiihrt - durch eine Injektion verabreicht wird, ist es 
bevorzugt, 1- bis 10-mal pro Tag bzw. durch Dauerinfusion 

2 0 den Wirt mit den erf indungsgemaSen Verbindungen in Kontakt 

zu bringen, wobei Mengen von 4 bis 40 00 mg pro Tag 
bevorzugt sind. Die bevorzugten Gesamtmengen pro Tag haben 
sich in der Humanmedizin und in der Veterinarmedizin als 
vorteilhaft erwiesen. Es kann erforderlich sein, von den 
25 genannten Dosierungen abzuweichen und zwar in Abhangigkeit 
von der Art und dem Korpergewicht des zu behandelnden 
Wirts, der Art und der Schwere der Erkrankung, der Art der 
Zubereitung der Applikation des Arzneimittels sowie dem 
Zeitraum bzw. dem Intervall, innerhalb welchem die Verab- 

3 0 reichung erfolgt. So kann es in einigen Fallen bevorzugt 

sein, den Organismus mit weniger als den genannten Mengen 
in Kontakt zu bringen, wahrend in anderen Fallen die an- 
gegebene Wirkstof fraenge liberschritten werden muss. Die 
Festlegung der jeweils erf orderlichen optimalen Dosierungen 
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und der Applikationsart der Wirkstoffe kaim durcli den 
Fachitiann aufgrund seines Facliwissens leiclit erfolgen. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf lihrungsf orm der 
5 Erfindung wird das pharmazeutische Mitt el in einer Einzel- 
gabe von 1 bis 10 0, insbesondere von 2 bis 5 0 rag/kg Kor- 
pergewicht eingesetzt . Wie auch. die Gesamtmenge pro Tag 
kann auch die Menge der Einzelgabe pro Applikation von dem 
Fachmann aufgrund seines Fachwissens variiert werden. Die 

10 erf indungsgemaiS verwendeten Verbindungen konnen in den ge- 
nannten Einzelkonzentrationen imd Zubereitungen zusammen 
mit dem Futter bzw. mit Futterzubereitungen oder mit dem 
Trinkwasser auch in der Veterinarmedizin gegeben werden, 
Eine Einzeldosis enthalt. vorzugsweise die Menge Wirkstoff, 

15 die bei einer Applikation verabreicht wird, und die gewohn- 
lich einer ganzen, einer halben Tagesdosis oder einem 
Drittel Oder einem Viertel einer Tagesdosis entspricht. Die 
Dosierungseinheiten konnen demgeraaS bevorzugt 1, 2, 3 oder 
4 oder mehrere Einzeldosen oder 0,5, 0,3 oder 0,25 einer 

2 0 Einzeldosis enthalten. Bevorzugt wird die Tagesdosis der 

erf indungsgemaSen Verbindungen auf 2 bis 10 Applikationen 
verteilt, bevorzugt auf 2 bis 7, besonders bevorzugt auf 3 
bis 5 Applikationen, Selbstverstandlich ist auch eine 
Dauerinfusion der erf indungsgemaiSen Mittel moglich. 

25 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfin- 
dung werden bei jeder oralen Applikation der erfin- 
dungsgemaiSen Verbindungen 1 bis 2 Tabletten gegeben. Die 
erf indungsgemaSen Tabletten konnen mit dem Fachmann be- 

3 0 kannten Uberziigen und Hullen versehen sein und auch so 

zusammengesetzt werden, dass sie den oder die Wirkstoffe 
nur bei bevorzugten, in einem bestiimnten Teil des Wirts 
freigeben. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist die Krebserkran^ 
35 kung oder der Tumor, die/der behandelt, prophylaktisch ver- 
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liindert oder dessen Wiederauf treten verhindert wird, aus- 
gewahlt aus der Gruppe von Krebserkrankungen Oder Tiimor- 
erkrankungen des Hals-Nasen-Ohxen-Bereiclis, der Lunge, des 
Mediastinums, des Gastrointestinal traktes, des Urogenital- 
5 systems, des gynakologischen Systems, der Brust, des endo- 
krinen Systems, der Haut, Knochen- und Weichteilsarkomen, 
Mesotheliomen, Melanomen, Neoplasmen des zentralen Nerven- 
systems, Krebserkrankungen oder Tumorerkrankungen im 
Kindesalter, Lymphomen, Lexikamien, paraneoplastischen 
10 Syndromen, Metastasen ohne bekannten Primartumor 
(CUP-Syndrom) , peritonealen Karzinomastosen, Immunsuppres- 
sion-bezogenen Malignitaten und/ oder Tumor-Metastasen. 

Insbesondere kann es sich. bei den Tumoren um folgende 

15 Krebsarten handeln: Adenokarzinom der Brust, der Prostata 
und des Dickdarms; alle Formen von Lungenkrebs, der von den 
Bronchien ausgeht; Knochenmarkkrebs , das Melanom, das 
Hepatom, das Neuroblastom; das Papillom; das Apudom, das 
Choristom, das Branchiom; das maligne Karzinoid- Syndrom; 

20 die Karzinoid- Her zerkrankung; das Karzinom (zvim Beispiel 
Walker-Karzinom, Basalzellen- Karzinom, basosquaraoses Karzi- 
nom, Brown-Pearce-Karzinom, duktales Karzinom, 
Ehrlich- Tumor, in situ -Karzinom, Krebs-2-Karzinom, 
Merkel-Zellen-Karzinom, Schleimkrebs, nicht-kleinzelliges 

25 Bronchialkarzinom, Haferzellen- Karzinom, papillares Karzi- 
nom, szirrhoses Karzinom, broncbiolo-alveolares Karzinom, 
Bronchi ai- Karzinom, Plattenepithelkarzinom und Transit io- 
nalz ell -Karzinom) ; histiocytische Funktionsstorung; Leu- 
kamie (zum Beispiel in Zusammenhang mit B-Zellen-Leukamie, 

3 0 Gemischt-Zellen-Leukamie, Nullzellen-Leukamie, T-Zellen- 
Leukamie, chronische T-Zellen-Leukamie, HTLV-II-assoziierte 
Leukamie, akut lymphozytische Leukamie, chronisch-lympho- 
zythische Leukamie, Mastzell-Leukamie und myeloische Leu- 
kamie) ; maligne Histiocytose, Hodgkin-Krankiieit , 

35 non-Hodgkin-Lymphom, solitarer Plasmazelltumor ; Reticulo- 
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endotheliose , Cliondroblastom; Chondrom, Chondrosarkom; 

Fibrom; Fibrosarkom; Riesenzell-Tumore; Histiocytom; Lipom; 

Liposarkoiu; Leukosarkom; Mesotheliom; Myxom; Myxosarkom; 

Osteom; Osteosarkom; Ewing-Sarkom; Synoviom; Adenof ribroiti; 
5 Adenolymphom ; Karzinosarkom, Chordom, Craniopharyngioma 

Dysgerminom, Hamartom; Mesenchymom; Mesonephrom, Myosarkom, 

Ameloblastom, Cementom; Odontom; Teratom; Thymom, 

Cher iobl as torn; Adenokarzinom, Adenom; Cholangiom; 

Cholesteatom; Cylindrom; Cystadenocarcinom, Cystadenom; 
10 Granulosazell tumor ; Gynadrob las torn; Hidradenom; Insel- 

zell tumor ; Leydig-Zell tumor; Papillom; Sertoli -Zell -Tumor, 

Thekazelltumor, Leiomyom; Leiomyosarkom; Myoblastom; Myom; 

Myosarkom; Rhabdomyom; Rhabdomyosarkom; Ependynom; 

Ganglioneurom, Gliom; Medulloblastom, Meningiom; 

15 Neurilemmom; Neuroblastom; Neuroepithelioma Neurofibrom, 

Neurom, Paraganglioma nicht - chromaf fines Paragangliom, 

Angiokeratoma angiolymphoide Hyperplasie mit Eosinophilie; 

sclerosierendes Angiom; Angiomatose; Glomangiom; Hemangio- 

endotheliom ; Hemangiom ; Hemangioper icy torn , Hemangiosarkom; 

2 0 Lymphangiom, Lymphangiomyom, Lymphangiosarkom; Pinealom; 

Cystosarkom phyllodes ; Hemangiosarkom; Lymphangiosarkom; 
Myxosarkom, Ovarialkarzinom; Sarkom (zum Beispiel 
Ewing-Sarkom, experimentell, Kaposi-Sarkom und 

Mast zell- Sarkom) ; Neoplasmen (zum Beispiel Knochen-Neo- 
25 plasmen, Brust-Neoplasmen, Neoplasmen des Verdauungs- 
systems, colorektale Neoplasmen, Leber-Neoplasmen, 
Pankreas -Neoplasmen, Hirnanhang-Neoplasmen, Hoden-Neo- 
plasmen, Orbita-Neoplasmen, Neoplasmen des Kopfes und 
Raises, des Zentralnervensystems, Neoplasmen des Hororgans, 

3 0 des Beckens, des Atmungstrakts und des Urogenitaltrakts) ; 

Neurof ibromatose und zervikale Plattenepitheldysplasie. 

In einer weiter bevorzugten Ausf lihrungsf orm ist die Krebs- 
erkrankung oder der Tumor, die/der behandelt, prophy- 
35 laktisch verhindert oder dessen Wiederauf treten verhindert 
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wird, ausgewahlt aus der Ga^uppe von Krebserkrankungen Oder 
Tumorerkrankungen, die Zellen umfassen, die das MUCl in der 
erf indungsgemaSen Definition umfassen, ausgewalalt aus der 
Gruppe: Tumoren des Hals-Nasen-Ohren-Bereichs umfassend 
5 Tumoren der inneren Nase, der Nasennebenhohlen, des 
Nasopharynx, der Lippen, der Mundhohle, des Oropharynx, des 
Larynx, des Hypopharynx, des Ohres, der Speicheldrusen und 
Paragangliome, Tumoren der Lunge umfassend nicht-klein- 
zellige Bronchialkarzinome, kleinzellige Bronchial- 

10 karzinome, Tumoren des Mediastinums, Tumoren des Gastro- 
intestinaltraktes umfassend Tumoren des Osophagus, des 
Magens, des Pankreas, der Leber, der Gallenblase und der 
Gallenwege, des Diinndarms, Kolon- und Rektumkarzinome und 
Anal karzinome. Urogenital tumoren umfassend Tumoren der 

15 Nieren, der Harnleiter, der Blase, der Prostata, der Harn- 
rohre, des Penis und der Hoden, gynakologische Tumoren 
umfassend Tumoren des Zervix, der Vagina, der Vulva, Kor- 
puskarzinom, maligne Trophoblastenerkrankung, Ovarial- 
karzinom, Tumoren des Eileiters (Tuba Faloppii) , Tumoren 

2 0 der Bauchhohle, Mammakarzinome, Tumoren endokriner Organe 

umfassend Tumoren der Schilddriise, der Nebenschilddruse, 
der Nebennierenrinde , endokrine Pankreastumoren, Karzinoid- 
tumoren und Karzinoidsyndrom, multiple endokrine Neo- 
plasien, Knochen- und Weichteilsarkome, Mesotheliome, Haut- 
25 tumoren, Melanome umfassend kutane und intraokulare 
Melanome, Tumoren des zentralen Nervensys terns, Tumoren im 
Kindesalter umfassend Retinoblastom, Wilms Tumor, Neuro- 
f ibromatose , Neuroblastom, Ewing- Sarkom Tumorf amilie , 
Rhabdomyosarkom, Lymphome umfassend Non-Hodgkin-Lymphome, 

3 0 kutane T-Zell- Lymphome, primare Lymphome des zentralen 

Nervensystems , Morbus Hodgkin, Leukamien umfassend akute 

Leukamien, chronische myeloische und lymphatische Leu- 

"I 

kamien, Plasmazell-Neoplasmen, myelodysplastische Syndrome, 
paraneoplastische Syndrome, Metastasen ohne bekannten Pri- 
35 martumor (CUP- Syndrom) , peritoneale Karzinomastose, 
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Iminunsuppression-bezogene Malignitat umfassend AIDS-be- 
zogene Malignitaten wie Kaposi -Sarkom, AIDS-assoziierte 
Lympiiome, AIDS-assoziierte Lymphome des zentralen Nerven- 
systems, AIDS-assoziierter Morbus Hodgkin und AIDS-asso- 
5 ziierter anogenitale Tumoren, Transplantations -bezogene 
Malignitaten, metastasierte Tnmoren umfassend Gehirn- 
metastasen, Lungeninetastasen, Lebermetastasen, Knochen- 
metastasen, pleurale und perikardiale Metastasen und 
maligne Aszites . 

10 

In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist die Krebs- 
erkrankung oder der Tumor, die/der behandelt, prophy- 
laktiscb verhindert oder dessen Wiederauf treten verhindert 
wird, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Krebserkrankungen 
15 Oder Tumorerkrankungen der Maramakarzinomer der Gastro- 
intestinal tumore, einschlieElicii Kolonkarzinome, Magen- 
karzinome, Dickdarmkrebs und Dunndarmkrebs , der Pankreas- 
karzinome, der Ovarialkarzinome, Leberkarzinome, Lungen- 
krebs, Nierenzellkarzinome und Multiple Myelome. 

20 

Im Folgenden soil die Erfindung anhand eines Beispiels 
naher erlautert werden, ohne auf dieses Beispiel beschrankt 
zu sein. 

25 Material und Methoden: 

Sofern nichts anderes ausgefuhrt wurde, wurden Zelllinien 
von der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, 
MD) verwendet und bis zur Konfluenz in einera Monolayer in 

30 einem RPMI-164G Bikarbonatmedium (Seromed, Berlin, Deutscli- 
land) in einem Inkubator (5 % H2O, 37 °C) kultiviert. Die 
Zellen wurden nach Mycoplasmenkontaminationen untersucht - 
Das Medium wies 10 % Hitze-inaktiviertes fotales Kalber- 
serum (Seromed) und 4 mM Glutamin auf. Die Zellen werden 

35 nach den ublichen Verfahren kultiviert und passagiert 
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(0,03 % Trypsin enthaltend 0,02 % EDTA, 3-mal die Woche) . 
Die Zellzaiil wird mit einem TOA Sysmex Mikrozellzahler 
(TOA, Tokyo, Japan) bestinmit. 

5 Chemikalien und Losungen: 

Sofern niclits anderes ausgefiihrt ist, stammen die Chemi- 
kalien von Sigma (St. Louis, MO) . Die Komponenten zur 
Testung werden wie geliefert verwendet . CHP wird als 
10 5 mg/ml Stock Solution in PBS (phosphatgepuf f erte Saline, 
Dulbecco) verwendet und in Aliquots bei -20 **C gefroren, 
Hiermit zusammenhangende Komponenten werden als 2 mg/ml 
Stock Solution verwendet und werden bei -20 *=»C eingefroren. 

15 Zellzyklusanalyse und Chemosensitivitatsassay : 

Die Zellen werden mittels Trypsinierung gewonnen, in PBS 
gewaschen, in 7G%-igem Ethanol bei -20 fiir 20 min. 

fixiert. Anschliefiend werden die Zellen wieder in PBS ge- 

2 0 waschen und in eine Farbelosung liberfuhrt, die 2 0 jUg/ml 

Propidiumjodid (PI), 5 /xg/ml RNAse A in 0,05 % Monidet 
P40/PBS enthalt und liber Naciit bei Raumtemperatur inku- 
biert. Die gewaschenen Zellen werden mittels Durchfluss- 
zytometrie (Coulter XL-MLC, Coulter, Miami, Florida) analy- 
25 siert unter Verwendung der Multicycle AV Software (Phoenix) 
fur die Kalkulation der Zellzyklusverteilung von PI Histo- 
grammen. Die prozentuale Anzahl der Zellen in der Gl/O 
(Ruhephase) , S Phase (DNA Synthese) und G2M (mitotische 
Zellen) werden ermittelt. Apoptotische subGl Zellen wurden 

3 0 von Pl-Histogrammen kalkuliert. Alle Experimente werden 

zweif ach durchgef lihrt . 

Der Chemosensitivitatsassay wird mit 10^ Zellen pro Well in 
einer 96-Well Mikrotiterplatte mit 100 fil Medium durch- 
35 gefuhrt, wobei die zu testenden Komponenten in einem Vo- 
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lumen von 100 /xl zugefuhrt werden. Alle Komponenten werden 
an den Mikrotiterplatten verdiinnt und die Flatten werden 
unter Zellkulturenbedingungen fiir 4 Tage inkubiert, auEer 
fur die Tests, bei denen das Verbal tnis zwischen Appli- 
5 kationszeit und Reaktion bestiirant werden soli. Die Lebens- 
fahigkeit der Zellen wird mit einem MTT Assay bestiinmt, 
einschlieJSlich der mitochaondrialen Aktivitat, dem Verhalt- 
nis von Zelliiberlebensrate und Zellzahl. Die Durchfuhrung 
der Tests erfolgte nach den dem Fachmaiin bekannten Me- 
1 0 thoden . 

Apoptose Assay: 

Die apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen wurden durcJi 
15 Annexin V/PI Farbungsexperimente gemaS den ublicben Labor- 
me thoden durchgef ilhrt • 

Ergebnisse: Bestimmung der CHP Aktivitat in Tumorzelllinien 
20 Tabelle 1 



Zelllinien- Screening der CHP Antiprolif erationsaktivitat 



Gewebe/ Zellen 


Name 


Reaktion 


Pankreas - Zelll iiiien 


BxPC3 


-41 % 




MIAPaCa2 


-45,7 % 




AS PCI 


-42 % 




PANCl 


-54 % 




Cap an 1 


-66 % 


0 s t eosarkom- Gewebe 


HQS 


-68 % 


Pros tata- Gewebe 


PC3 


resistent 


Colon-Zelllinien 


HT2 9 


-48 % 




Colo32 0DM 


-11 % 




DLDl 


-19,8 % 




SW620 (Cg1227) 


-66,4 % 
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SW480 (GC1228) 


-58 % 




HCT-IS 


-10 % 


■ 


C0I0205 


-66 % 


Brust-Gewebe 


MCF-7 


-43 % 




T47D 


-34 % 




MDA-MBA231 


resistent 


leukamisclie Zellen 


K562 


-11 % 


Karzlnoide 


CROl 


-35 % 




CR02 


-13 % 


Renale Zelllinien 


A498 


-6 % 




ACHN 


resistent 


Melanom 


A518 


resistent 




Mel 2 8 


resistent 




B607 


— 12 % 




JVSO 


— 15 % 


Osteoblasten 


Calc22 


+ 8 % 


Fibroblasten 


WIS 8 


resistent 




Fib2 (PPH) 


resistent 




Fib3 (PPH) 


-14 % 



Beim Einsatz Von Gemcitabin oder anderen funktionsanalogen 
Verbindungen in Kombination mit CHP konnte gezeigt werden, 
dass die in Tabelle 1 ermittelten Werte bei ausgewahlten 
5 Zelllinien signifikant und uberraschend synergistisch ver- 
bessert werden konnen. Bei diesen Versuchen konnte auch ge- 
zeigt werden, dass die Wirkung der erf indungsgemaSen Kombi- 
nationsmittel von Zelllinie zu Zelllinie deutlich variiert. 

10 Beispielhaft erlautert werden soli dies anhand der 
Pankreaskarzinom-Zelllinien. Die Gabe des Kombinations- 
mittels, welches CHP und Gemcitabin in einem Verhaltnis von 
4 00 /xg/ml : 4 ixg/ml enthalt und diese beiden Verbindungen 
zeitgleich freisetzt, zeigt eine antagonistische Wirkung. 

15 Das heilSt, die Zellen leben langer. Die Variation der Kon- 
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zentration von Gemcitabin. von 0,25, 0,05 oder 1 jLig/ml und 
die Variation der Konzentration von CHP in diesein Kombi- 
nationsmittel bestatigte die antagonistische Wirkung von 
zirka 15 bis 25 %. Diese Ergebnisse zeigten sich 
5 insbesondere bei Pankreaskarzinom-Zelllinien, woiiingegen 
bei anderen Zelllinien die Gabe von Kombinationsmitteln, 
die GHP und Gemcitabin zeitgleich. freisetzen, eine lieimnende 
Wirkung auf das Wachstuta der Zellen hatte. 

10 Weiterhin wurden erf indungsgemS.Se Kombinationsmittel ge- 
testet, die CHP und Gemcitabin sequentiell freisetzen. Die 
Herstellung dieser Mittel erfolgte nach den dem Fachmann 
bekannten galenischen Methoden. Eingesetzt wurden Mittel in 
Zellkulturen, bei denen zunachst CHP und 24 Stunden bzw. 48 

15 Stunden spater Gemcitabin freigesetzt wird. Hierbei zeigte 
es sich, dass die zuiiachst mit CHP in Kontakt gebrachten 
Pankreas-Karzinom- Zellen, - die also CHP-vorbehandelt 
waren - bei dem nachf olgenden In- Kontakt- Br ingen mit 
Gemcitabin eine Resistenz aufwiesen. So waren die Zellen 

2 0 beispielsweise bei einer hoheren Gemcitabin- Konzentration 
von mehr als 0,25 /xg/ml urn zirka 5 % resistenter und bei 
niedrigerer Gemcitabin- Konzentration um bis zu 20 % re- 
sistenter. Das heist, die Gabe von Kombinationsmitteln, die 
CHP und Gemcitabin sequentiell so freisetzen, dass die 

25 Zellen zunachst mit CHP und folgend mit Gemcitabin in 
Kontakt gebracht werden, fuhrte zu einer Verringerung der 
Gemcitabin-Sensitivitat von Pankreas-Tumorzellen. Diese 
Ergebnisse liefien sich bei anderen Zelllinien wiederholen, 
wobei bei ausgewahlten Zellen gezeigt werden konnte, dass 

30 durch die Gabe der genannten Kombinationsmittel die Zellen 
eine geringere Resistenz gegenuber Gemcitabin aufwiesen. 
Ein deutlicher synergistischer Effekt zeigte sich, sofern 
Kombinationsmittel eingesetzt wurden, die zunachst Gemci- 
tabin und anschlieSend CHP freisetzten, Uberraschend war, 

35 dass bei Pankreaskarzinom-Zelllinien ein synergistischer 
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Effekt auftrat, wenn die CHP-Konzentration in dem Kombi- 
nationsmittel selir gering war, aber ein antagonistischer 
Effekt auftrat, wenn die CHP-Konzentration hoher als 
100 /xg/ml in dem Kombinationsmittel war. Eingesetzt warden 
5 Kombinationsmittel, die 1 />tg/ml Gemcitabin freigaben und 
12, 24 und 48 Stunden spater CHP freisetzten. 

Tabelle 2 zeigt die Wirkung der Kombinationsmittel an 
PANC-l-Zellen. 

10 



CHP 

(/*g/mi) 


PANC-1 
KozLtrolle 


PANC-1 

behandelt mlt 

einem 

zunachst 

Gemcitabin 

freisetzenden 

Mittel 


BxPC3 
Kontrolle 


BxPCB 

behandelt mit 

einem 

zunachst 

Gemcitabin 

freisetzenden 

Mittel 


100 


95.1 ±2.3 


103 ±2.5 


105-2 ±5.4 


98.7 ±2-0 


50 


94 . 8 ±6.4 


90 . 0 ±8.2 


99.8 ±4.3 


87.3 ±3.8 


25 


95.9 ±5.1 


88 .4 ±4.0 


99.9 ±3.1 


94.6 ±3.3 


12,5 


90.8 ±4.1 


88.9 ±4.3 


102.6 ±1.7 


101.3 ±4.8 


6,1 


96 . 0 ±6.0 


91.0 ±5.9 


103.5 ±2.6 


101.9 ±8.8 


3 


98.8 ±4.0 


90 .3 ±6.0 







Das heist,* die sequentielle Behandlnng von Pankreas-Tumoren 
ist besonders erf olgversprechend, wenn diese zunachst mit 

15 Gemcitabin und anschlieSend mit CHP in Kontakt gebracht 
werden, wobei die CHP-Konzentration entsprechend dem Vor- 
genannten gering ausgewahlt werden sollte. Bei den ein- 
gesetzten Mitteln handelte es sich urn solche, die CHP und 
Gemcitabin in unterschiedlich auflosbaren Tragern und Vehi- 

2 0 keln beinhalten. Weiterhin werden Kits verwendet, in denen 
Gemcitabin und CHP in separaten Losungen bereitgestellt 
wurde, die gemaS einer Handlungsanweisung, die in dem Kit 
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enthalten war, sequentiell zum Einsatz kamen. Somit stehen 
Kombinationsmittel zur Verfugung, die je nach zeitver- 
setzter Freigabe und nach den zuerst bzw. f olgend f rei- 
gesetzten Bestandteilen oder Verbindungen fur unter- 
5 schiedliche Tumorarten unterschiedliche Spezif itaten auf- 
weisen. Weiterhin konnte liberraschend gezeigt werden, dass 
das erf indungsgemafie Kombinationsmittel den jeweiligen 
Zellzyklus der Tumorzellen modifiziert. Je nach verwendetem 
Kombinationsmittel und verwendeten Zellen kam es zur 

10 Modif izierung bzw. zum Verlust der S-Phase bzw. des G2M- 
bJsw. des Gl/O-Zustandes . AuEerdem konnte beobachtet werden, 
dass mehrere Zellen die Behandlung mit dem Kombinations- 
mittel in apoptotisclie/nekrotische Zellen ubergegangen 
sind. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass unter- 

15 schiedliche Spezifitaten des Kombinationsmittels erreicht 
werden, wenn neben Gemcitabin andere Chemotherapeutika, wie 
zum Beispiel Oxoplatin oder Doxorubicin., eingesetzt werden, 
Dies konnte auch beim Einsatz von Kombinationsmitteln 
gezeigt werden, bei denen der Gemcitabinanteil durch Oxo- 

2 0 plat in oder Doxorubicin bzw. ein anderes Chemotherapeutikum 

vollstandig ausgetauscht wurde. Eine weitere Modif ikat ion 
der Spezifitat der Kombinationsmittel war dadurch moglich, 
dass statt der cis-Form des CHP's trans -Hydroxy- Prol in ver- 
wendet wurde . 

25 

Weiterhin wurden die erf indungsgemaS offenbarten 
Kombinationsmittel klinisch auch im humanen Bereich 
getestet. So wurden mit dem CHP-Gemcitabin- 
Kombinat ionsmit tel und dem CHP- Capeci tabin- Kombinat ions - 

3 0 mittel gute Resultate erreicht. Gemcitabin wurde von der 

U.S. Food and Drug Admins it rat ion 1996 fur die 
Erstbehandlung von Patienten mit lokal f ortgeschrittenem 
Oder metastatischem Adenokarzinomen des Pancreas anerkannt. 
Die empfohlene Dosierung und der Behandlungszyklus umfasste 
35 1 g/m^ pro Woche fur den Zeitraum von 7 Wochen gefolgt von 
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einer Woche als Ruheperiode . Die Anschlussbehandlungszyklen 
umfassen eine Dosis von 1 g/m^ pro Woche fur drei Wochen 
wiederum gef olgt von einer Woche als Erholungsphase , Diese 
empfohlene Behandlung ist jedoch nicht frei von starken 
5 Nebenwirkungen. Eine typische Nebenwirkaing der Gabe von 
Gemcitabin ist z. B. die Schadigung des Knochenmarks mit 
nachf olgender Beeintrachtigung der Blutbildung, so dass nur 
noch wenige Blutkorperchen heranreifen konnen. Die Folge 
hiervon sind • Anamie, Neutropenie und eine allgemeine 

10 Iinniunsuppression^ Diese Nebenwirkungen, die durch. die 
Schadigung des Knochenmarks hervorgeruf en werden, werden 
als Myelosuppression bezeichnet . Weitere Nebenwirkungen 
sind Starke SchweiJSausbruche, Durchfall, Fieber oder 
Inf luenza-ahnliche Symptome , Brechreiz , Brechdurchf all 

15 Atemnot, periphere Odeme, Hamaturie, Proteinurie, 
Haarausfall sowie Hautausschlag und Reaktionen an der 
Inj ektionsstelle • 

Mit f olgender Kombinationstherapiebehandlung von Gemcitabin 

2 0 und CHP konnen diese Nachteile vermieden werden. Die 

Fortschritte bei der Behandlung des Tumors wurden einmal 
monatlich durch Computertomograf ie, durch kl 
Laborchemie, durch die Bestiitimung von Tumormarkern und der 
physischen Gesamtkonstitution einschlieSlich von 

25 hamatologischen Untersuchungen bestimmt, Es zeigte sich 
hierbei, dass die Tumoren mit der Kombinationstherapie ohne 
das Auftreten der oben genannten Nebenwirkungen sehr gut 
behandelt werden konnen. 

3 0 Behandlunas schema mit dem CHP-Gemcitabin-Kombinationsmittel 

1. Behandlungstage 1 bis 7: 8 g taglich CHP (intravenos) 

2. Behandlung weiterer 8 Tage: 8 g intravenoses CHP 
dreimal die Woche und 8 g orales CHP viermal die Woche 

35 
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3 . Wenn eine Tumorprogression f estgestellt wird, auch 
bezuglich der Richtlinien gemaS RECIST, wird mit einer 
zusatzlichen Gemcitabin-Gabe begonnen 

5 4. Die Gemcitabindosis betragt 1000 mg/m^ und wird 
intravenos am 1., 8 und 15. Tag gegeben 

5. Dieser Zyklus wird wiederholt am Tag 29 

10 6. Begleitend zur Gemcitabininfusion wird CHP oral 

gegeben, wobei die Dosis 4 g betragt 



7. Die begleitende Kombinationsgabe von CHP erfolgt an 
den Tagen 3 bis 6, 10 bis 13 und 17 bis 26 (dies fubrt 
15 zu einem 28-tagigen Beliandlungs zyklus) 



Eine groSe Anzahl von Patienten, die an kolorektalen 
Adenokarzinomen und Lebermetastasen leiden, kann mit einer 
Kombinationstberapie von Capecitabin und CHP behandelt 
2 0 werden. Die Standardbeiiandlung fiir diese Tumoren ist die 
Gemcitabingabe wahrend eines 2 1-Tage-Behandlungs zyklus . Die 
Patienten werden 14 Tage, gefolgt von einer 7-tagigen 
Ruhephase, behandelt. Die empfohlene Dosis von Capecitabin 
betragt 2,500 mg/m^ pro Tag. Das Mittel wird oral in zwei 

2 5 separaten Dosen 3 0 Minuten nach einer Mahlzeit gegeben. Die 

Gabe von Capecitabin fuhrt zu einer Vielzahl von 
Nebenwirkungen, die bereits fur die Gabe von Gemcitabin 
(siehe oben) aufgefuhrt worden sind. Uberraschenderweise 
fiihrt die Kombination von Capecitabin und CHP zu einer 

3 0 guten Effizienz bei der Behandlung von Tumoren und der 

Verminderung der Nebenwirkungen im Vergleicb zur Behandlung 
mit den einzelnen Medikamenten CHP und Capecitabin. So 
erlaubt die Kombinationstherapie den Einsatz einer 
geringeren Gabe von Capecitabin und kiirzere 
3 5 Behandlungszyklen von nur 10 . Tagen. Die 
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Kombinationstherapie wird von den Patienten sehr gut 
toleriert . 

Die Patienten I-K (68 Jahre alt, mannlich) und S-M (76 
Jahre alt, mannlich) litten an einem histologisch 
bestiinmten kolorektalem Adenokarzinom und an 
Lebermetastasen, die mit einem Behandlungszyklus der 
Kombinationstherapie von Capecitabin und CHP nacii folgendem 
Therapieschema behandelt wurden: 

1. Gabe von Capecitabin fur 10 fortlaufende Tage (2x3 
Tabletten je 5 00 mg) gefolgt von einer sogenannten 
wash- out- Per iode fur 10 Tage und 

2. Gabe von CHP fur 3 0 fortlaufende Tage als eine orale 
Losung (jeweilige Dosis 8 g) 

Die Bestimmung des Therapieerf olges erfolgte wie bei der 
CHP-Gemcitabin-Kombinationstherapie. 

Sowohl bei der CHP-Gemcitabin- und der CHP-Capecitabin- 
Kombinationstherapie zeigten sich gute therapeutische 
Erfolge bei der Tumorbehandlung , wobei die 

chemotherapeutischen Mittel Gemcitabin und Capecitabin in 
Gegenwart von CHP in geringeren Dosen und kurzeren 
Behandlungszyklen eingesetzt werden konnten (im Vergleich 
zur isolierten Gabe der einzelnen pharmazeutischen Mittel) . 
Insbesondere die Nebenwirkungen, die im 

Gastrointestinaltrakt auftreten, wie z. B. abdominale 
Schmerzen, Durchfall einschlieSlich Brechdurchf all , das 
Brechen an sich sowie die allgemeinen Erschopfungssymptome 
wie auch die Stomatitis, Anamie und andere wurden 
erduziert . 
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F a t en t ansp riiclie 



5 1. Kombinationsmittel umfassend cis-Hydroxy-Prolin (CHP) 
und Gemcitabin. 

2. Mittel nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

10 es einen pharmazeutisch akzeptablen Trager, Adjuvants 

und/ Oder Vehikel umf asst . 

3. Mittel nacii Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

15 der Trager ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend 

Fullmittel, Streckmittel, Bindemittel, Feuchthalte- 
mittel, Sprengmittel, Losungsverzogerer , Resorptions - 
beschleuniger , Netzmittel , Adsorptionsmittel und/oder 
Gleitmittel . 



20 



25 



Mittel nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Vehikel ausgewahlt sind aus der Gruppe umfassend 
Liposomen, Siosomen und/oder Niosomen. 



5. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

es ein Gel, ein Puder, ein Pulver, eine Infusions- 
losung, eine Tablette, eine Retard-Tablet te, ein 
3 0 Premix, ein Prodrug, eine Emulsion, eine 

Auf gussf ormulierung, ein Tropfen, ein Konzentrat, ein 
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Granulat, ein Sirup, ein Pellet, ein Boli, eine Kapsel, 
ein Aerosol, ein Spray und/oder ein Iniialat ist, 

6. Mittel nach Anspruch 5, 

5 dadurch gekennzeichnet , dass 

CHP und Gemcitabin in einer Konzentration von 0,1 bis 
99,5, bevorzugt von 0,5 bis 95, besonders bevorzugt von 
1 bis 80 Gew% in einer Zubereitung vorliegt. 

10 7. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

CHP und Gemcitabin in der Zubereitung in einem Verhalt- 
nis von 500 : 1 bis 1 : 500 vorliegt, bevorzugt von 
100 : 1 bis 1 : 100 und besonders bevorzugt von 50 : 1 
15 bis 1 : 50. 

8 • Antitumormittel , 

dadurch gekennzeichnet, dass 

es ein Kombinationsmittel nach einem der Anspriiche 1 
20 bis 7 umfasst. 

9. Verwendung des Mittels nach einem der Ansprxiche 1 bis 8 
zur Prophylaxe, Therapie, Verlauf skontrolle und/oder 
Nachbehandlung von mit Zellwachstum, -dif f erenzierung 

25 und/oder -teilung im Zusaimnenhang stehenden Krank- 

heiten. 

10, Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

30 die Krankheit ein Tumor ist. 



11. Verwendung nach Anspruch 9 oder 10, 



wo 2005/056005 

i 



30 



PCT/DE2004/002760 



cLadurch gekennzeichnet, dass 

ein Tuitiorwachstum, eine Tumorausbreitung, eine 
Tumor-Angiogenese, . eine Tumor- Invasion, eine Tumor-In- 
filtration und/oder eine Tumor-Metastasierung geheimnt 
5 Oder verhindert wird. 



12 . Verwendung nach. dem vorhergehenden Ansprucii, 
dadurch. gekennzeichnet , dass 

die . Tximorerkrankungen ausgewah.lt sind aus der Gruppe 
10 der neoplastischen Tumoren, der entzundlichen Tumoren 

und/oder der Abszesse, Ergusse und Odeme. 

13. Verwendung nach einem der Anspriiche 10 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet , dass 
15 der Tumor ein solider Tumor oder eine Leukamie ist. 



14 . Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

der solide Tumor ein Tumor des Urogenitaltraktes 
2 0 und/oder des Gastrointestinaltraktes ist. 



15- Verwendung nach einem der Anspriiche 10 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

der Tumor ein Kolonkarzinom, ein Magenkarzinom, ein 
2 5 Pankreaskarzinom, ein Diinndarmkrebs, ein Ovarialkarzi- 

nom, ein Zervikalkarzinom, ein Lungenkrebs, ein Prosta- 
takrebs, ein Mammakarzinom, ein Nierenzellkarzinom, ein 
Hirntumor, ein Kopf- Hal stumor, ein Leberkarzinom 
und/oder eine Metastase dieser Tumoren ist. 



16. Verwendung nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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der solide Tumor ein Mamma-, Bronchial-, Kolorektal- 
und/oder Prostatakarzinom und/oder sine Metastase die- 
ser Tumoren ist. 

5 17. Verwendung nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

der Tumor des Urogenitaltraktes ein Harnblasenkarzinom 
und/oder eine Metastase dieser Tumoren ist. 



10 18. Verwendung nach. einem der Anspruche 9 bis 17, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

die Verlauf skontrolle eine Uberwachung der Wirksamkeit 
einer Antitumorbehandlung ist . 

15 19. Verwendung nach einem der Anspruche 3 bis 18, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

die Mittel gemaE Anspruch 1 bis 8 zur Prophylaxe, Pre- 
vention, Diagnose, Verminderung, Therapie, Verlaufs- 
kontrolle und/oder Nachbehandlung einer Tumor-Metasta- 
2 0 sierung, einer Tumor -Invasion, eines Tumorwachstums, 

einer Tumorausbreitung, einer Tumor- Infiltration 
und/oder einer Tumor-Angiogenese eingesetzt werden. 



20. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 19, 
25 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Verlauf skontrolle eine Uberwachung der Wirksamkeit 
einer Antitumorbehandlung ist. 

21. Verwendiong nach einem der Anspruche 9 bis 20, 
3 0 dadurch gekennzeichnet, dass 

. die Mittel gemaS Anspruch 1 bis 8 in einer Kombi- 
nationstherapie verwendet werden. 



22. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, 
35 dadurch gekennzeichnet, dass 
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die Kombinationstherapie eine Chemotherapie, eine 2y- 
tostatikaJoehandlung ujid/oder eine Strahlentherapie um- 
fasst. 

5 23 . Verwendung nach dem vorhergehenden Aaspruch, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Kombinationstherapie eine adjuvante biologisch-spe- 
zif izierte .Therapief orm umfasst. 

10 24. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch, 

dadurch gekennzeichnet, dass 
die Therapief orm eine Iramuntherapie ist . 

25. Verwendung nach einem der Ansp ruche 9 bis 24 zur 
15 Erhohung der Sensitivitat von Tumorzellen gegeniiber 

Zytostatika und/oder Strahlen. 

26. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 25 zur 
Hemmung der Vitalitat, der Prolif erationsrate von Zel- 

20 len, zur Induktion von Apoptose und/oder eines Zell- 

zyklus -Arrests . 

27. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

25 die Zubereitung oral, vaginal, rektal, nasal, subkutan, 

intravenos, intramuskular , intraperitoneal , regional 
und/oder topisch eingesetzt wird. 

28. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 27, 
3 0 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Mittel gemaJS Anspruch 1 bis 8 in Gesamtmengen von 
0,05 bis 1000 mg pro kg, bevorzugt von 5 bis 450 mg pro 
kg Korpergewicht , je 24 Stunden eingesetzt werden. 



35 



